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TITULO 

Uso de los peptides VIP y PACAP para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y 
autoinxnunes en mamiferos. 

5 

ESTADO DE LA TECNICA 

Los procesos inflaimtorios son un proceso vital para la supervivencia de todos los 
organismos complejos. De forma natural la inflamacion es un proceso de defensa del 

10 organismo frente a un agente extrano. La acumulacion y activacion de leucocitos en los 
lugares donde se produce la agresion es un acontecimiento central en todo proceso 
inflamatorio (Schaal TJ y Bacon KB; Current Opinion in Immunology 1994, 6:865). 
Una respuesta inflamatoria insuficiente puede comprometer la supervivencia del 
organismo, pero una respuesta excesiva, que puede deberse a fallos en los mecanismos 

15 de desactivacion del proceso por distintas causas, puede terminar desencadenando una 
enfermedad inflamatoria o autoinmune (Sacca R y col.; Current Opinion in Immunology 
1997, 9:851). Estas enfermedades son una causa importante de morbilidad y mortalidad 
en los mamiferos por los danos tisulares asociados a dichos procesos. 

20 Los macrofagos juegan im papel central en la regulacion de las respuestas inmunes e 
inflamatorias. La ejecucion de estas actividades esta mediada por toda una serie de 
procesos complejos en los que intervienen, entre otros, muchos productos de origen 
macrofagico. Como respuesta a los antigenos, y segun su origen, los macrofagos 
secretan citoquinas proinflamatorias y agentes oxidantes, tales como TNFa, IL-6, IL-1(3, 

25 IL-12 y oxido nftrico (Laskin DL y col.; Annual Review of Pharmacology and 
Toxicology 1995, 35:655). TNFa e IL-6 son, entre otros, dos factores que contribuyen a 
los cambios fisiopatoldgicos asociados con varios estados de inflamacion cronica O; 
aguda. Los macrofegos, ademas, participan en el inicio, mantenimiento y control de las 
respuestas inmunes, actuando como potentes presentadores de antigenos. 
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proporcionando a los linfocitos T una doble senal de activacion: el complejo antigeno- 
moleculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y una senal 
coestimuladora mediada por moleculas de la familia B7 (Lenschow DJ y col.; Annual 
Review of Immunology 1996, 14:233). Las moleculas B7 comprenden dos isoformas, 
5 B7.1 y B7.2, cada una de ellas tmplicada en la estimulacion de dos tipos de celulas T 
colaboradoras (Th) distintas, Thl y Th2 respectivamente, y cada una de eUas produce un 
conjunto de citoquinas distintas (Kuchroo VK y col.; Cell 1995, 80:707). 
La activacion de las celulas Thl implica la produccion, entre otros factores, de IFNy e 
IL-12, esta asociada a la produccipn de anticuerpos de isotipo IgG2a y se manifiesta 

10 CO mo una reaccion de tipo inflamatorio retardado. La activacion de celulas Th2 implica 
la produccion de IL-4, IL-5 e IL-10 entre otros factores, esta asociado a la secrecion de 
anticuerpos de isotipo IgGl, inhibe la respuesta inflamatoria retardada y se manifiesta 
como una respuesta humoral (Constant SL y Bottomly K; Annual Review of 
Immunology 1997, 15:297). Los factores que determinan la diferenciacion de uno u otro 

15 tipo de respuesta son, principalmente, las caracteristicas de las celulas presentadoras de 
antlgenos y las citoquinas presentes en el microambiente en el que se desarroUa la 
respuesta: IL-12 determina la diferenciacion de celulas Thl mientras que IL-4 lo hace de 
Th2. Cuando ambas estan presentes predomina el efecto de IL-4 (O'Garra AO; Immunity 
1998, 8:275). Numerosos casos de enfermedades inflamatorias y autoinmunes se deben a 

20 la activacion de un tipo de celulas Th inadecuado. Enfermedades tales como artritis 
reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn, reaccion injerto contra huesped y 
otras, se caracterizan por una activacion de las celulas Thl . 

El Peptido Intestinal Vasoactivo (VIP) es un peptido basico de 28 aminoacidos cuya 
25 secuencia es (Mutt V y Said SI; European Biochemistry 1974, 42:581): 

His-Ser-A^p-AJa-Val-Phe-Thr-Asp-A^n-Tyr-Thr-Arg-Leu-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-V 
Lys-Lys-Tyr-Leu-Asn-Ser-Ile-Leu-Asn-NH2 
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Se aislo en primer lugar a partir de intestino delgado porcino y posteriormente se 
identifico en el cerebro y en terminaciones nerviosas del sistema periferico, 
estableciendose su naturaleza como neuropeptide con propiedades neuromoduladoras 
(Fahrenkrug J; Pharmacology and Toxicology 1993, 72:354). Su nombre se debe a sus 

5 propiedades vasodilatadoras perifericas. Tambien se ha identificado VIP en celulas 
cebadas de rata y en granulomas (Cutz E. y col.; Nature 1978, 275:661). Estudios 
inmunoquimicos realizados en secciones histologicas de timo, bazo y ganglios linfaticos 
de rata han identificado VIP inmvmoreactivo en linfocitos de estos organos (Gomariz RP 
y col; Annals of the New York Academy od Sciences 1992, 650:13; Leceta y col.; 

10 Advances in Neuroimmunology 1996, 6:29). 

El VIP ejerce sus efectos biologicos a traves de receptores de membrana pertenecientes a 
la superfemiiia de siete dominios hidrofobicos acoplados a proteinas G, las cuales 
transducen la informacion hasta las moleculas efectoras finales (Laburthe M y 

15 Couvineau A; Annals of the New York Academy od Sciences 1988, 527:296). Los 
receptores para VIP han sido caracterizados en numerosos tejidos como higado y tejido 
adiposo entre otros y que corresponden a dos tipos, los Uamados VIPl -R (Ishihara T y 
col.; Neuron 1992, 8:81 1) y VIP2-R (Lutz E. y col; FEBS Letters 1993, 334:3). En el 
sistema inmune se han caracterizado receptores especificos para VIP en una variedad de 

20 celulas inmunes que incluyen linfocitos perifericos humanos, monocitos humanos, 

linfocitos de rata y de raton, macro fagos alveolares de rata y macrofagos peritoneales de > 
rata y raton (Gomariz RP y col..; Biochemical and Biophysical Research 
Communications 1994, 203:1599; Delgado M y col.; Regulatory Peptides 1996, 62:161). 
El VIP modula una gran variedad de funciones inmunes como son la fimcion fagocftica, 

25 en cada una de las etapas del proceso, la respuesta proliferativa, la produccion de 
inmunoglobulinas, la actividad NK y la produccidn de citoquinas (De La Fuente M y 
coL; Advances in Neuroimmunology 1 996, 6:75). 
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El peptide activador de la adenilato ciclasa hipofisaria (PACAP) es un miembro de la 
familia de peptides de la secretinaA^P/glucagon del que se conocen dos formas 
' moleculares PACAP-38 y PACAP-27, cuyas secuencias son respectivamente (Ogi K y 
col; Biochemical and Biophysical Research communication 1993, 196:151 1): 

5 

PACAP-38 

His-Ser-Asp-Gly-IIe-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-^ 
Lys-Lys-Thy-Leu- Ala-Ala- Val-Leu-Gly-Lys-Arg-Tyr-Lys-Gln-Arg-Val-Lys-Asn-Lys- 
NH2 

10 

PACAP-27 

His-Ser-Asp-Gly-IIe-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-Tyr-Axg-Lys-Gln-Met-Ala-Val- 
Lys-Lys-Thy-Leu- Ala-Ala- Val-Leu-NH2 

15 Ambos peptides estan ampliamente distribxiidos en el sistema nervioso central y 
periferico. 

Tambien hay celulas productoras de PACAP en pulmon, celulas B pancreaticas e 
intestine (Arimura A; Regulatory Peptides 1992, 37:287). En el sistema inmvme se ha 
descrito una gran abundancia de celulas positivas para PACAP en organes linfoides 

20 centrales y perifericos (Gaytan F y cel.; Cell and Tissue Research 1994, 276:233). Para 
el PACAP se han descrito tres tipos de receptores (Shivers BD y cel.; Endocrinology 
991, 128:3055; Inagaki N y cel.; Proceeding of the National Academy of Sciences USA 
1994, 91:2679) : el receptor de PACAP tipo I (PACAP-R-I) con igual afinidad para el 
PACAP-38 y el PACAP-27, pero que posee una afinidad de 300 a 1000 veces menor por 

25 el VTP ; el receptor de PACAP tipo II (PACAP-R-II) que reconoce con la misma 
afinidad al VIP, PACAP-38 y PACAP-27 per lo que se le denemina receptor comiin de 
VIP-PACAP y corresponde al receptor de VIP VIPl-R, y el receptor de PACAP tipo III 
(PACAP-R-III) que corresponde al receptor de VIP VIP2-R. Hasta el moment o, sen 
escasos los estudios sobre las acciones biologicas del PACAP en el sistema inmime. Los 

\ 
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efectos del PACAP son en muchos casos similares a los del VIP modulando la funcion 
fagocitica y las respuestas proliferativas. 

DESCRIPCION DE LA INVENCION 

5 

El objeto de esta invencion es desarrollar preparados de VIP, PACAP y analogos como 
agentes terapeuticos en el tratamiento de enfermedades injQamatorias y autoinmunes. 

El tratamiento consiste en la administracion a mamiferos, que lo necesiten, de una 
10 cantidad efectiva de un agente inhibidor de la produccion del factor de necrosis tumoral 
(TNF) o de IL-6 en un vehiculo fermaceuticamente aceptable, o bien la administracion a 
mamiferos, que lo necesiten, de una cantidad efectiva de un agente que aumente la 
produccion de IL-4, inhibiendo la activacion de celulas Thl y estimulando la activacion 
de celulas Th2. Estos agentes son VIP, PACAP o alguno de sus fragmentos activos. 

15 

El factor de necrosis tumoral (TNF) es producido por varios tipos celulares que incluyen 
monocitos y macrofegos, linfocitos T y B, neutrofilos, celulas cebadas, celulas tumorales 

20 y fibroblastos. Es un importante factor regulador de otras citocinas pro-inflamatorias, 
como son IL-ip, IL-6 e IL-8. El TNFa induce la expresion de moleculas de adhesion en 
celulas endoteliales, activa a los leucocitos para que destruyan los microorganismos, 
actiia sobre los hepatocrtos para aumentar la sintesis de protefnas sericas que 
contribuyen a la respuesta de fase aguda y activa el sistema de coagulacion. Su 

25 sobreproduccion conduce a enfermedades inmunopatologicas, autoinmunidad e 
inflamacion. 

La IL-6 es una citoquina multifimcional producida tanto por linfocitos como por celulas 
no linfoides. Regula varios aspectos de la respuesta inmime, como la producci6n de 
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proteinas que median la fase aguda y la hematopoyesis. Ademas actua coma mediador 
en la respuesta inflamatoria. Su produccion esta regulada por varios factores, que 
incluyen TNFa, IL- 1 y endotoxina bacteriana (LPS). 

5 La IL-4 es una citoquina que inhibe la produccion ,de citoquinas proinflamatorias, 
promueve la proliferacion y diferenciacion de linfocitos B activados y aumenta la 
expresion de moleculas MHC de tipo II en linfocitos B. Se ha puesto de relieve su 
posible utilizacion clinica en tratamientos antiinflamatorios y enfermedades 
autoinmunes. 

10 

Se ban ensayado estrategias de neutralization de citoquinas proinflamatorias en el 
tratamiento de enfermedades inflamatorias pero los resultados no muestran que se 
produzca una mejoria a largo plazo. La administration de VIP y PACAP en mode los 
animales consigue estos efectos y nuestro invento consiste en la utilizacion de un 
15 tratamiento con estos neuropeptidos para revertir estados inflamatorios patologicos y 
enfermedades autoinmunes. 

El VIP y el PACAP tienen efectos antiinflamatorios e inhiben la produccion de IL-6 y 
TNFa. Ademas VIP y PACAP modulan la capacidad de las celulas presentadoras de 
20 antigenos para actuar induciendo la activacion proliferacion y diferenciacion de 
linfocitos con un patron de secrecion de citoquinas tipico de las celulas Th2 y 
condicionan las respuestas inmunes "in vivo" favoreciendo el desarroUo de respuestas de 
tipo humoral e inhibiendo respuestas de tipo celular. 

25 DESCRIPaON DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 representa la produccion de TNFa por parte de macro fagos murinos en 
cultivo (5x10^ celulas/ml) estimuladas con lOngr/ml de LPS en presencia o ausencia de 
lO'^M de VIP o PACAP a lo largo de 24 horas. 




8 



La Figura 2 representa la produccion de TNFa por parte de macrofagos murinos en 
cultivo (5x10^ celulas/ml) despues de 6 horas en cultivo con lOngr/ml de LPS y a los 
que se anadio, a distintos tiempos, lO'^M de VIP o PACAP, 

5 La Figura 3 representa la produccion de IL-6 por parte de macrofagos murinos en 
cultivo (5x10^ celulas/ml) estimuladas con lOngr/mJ de LPS en presencia o ausencia de 
lO'^M de VIP o PACAP a lo largo de 24 horas. 

La Figura 4 representa la produccion de IL-6 por parte de macrofagos murinos en 
10 cultivo (5x10^ celulas/ral) despues de 6 horas en cultivo con lOngr/ml de LPS y a los 
que se anadio, a distintos tiempos, lO'^M de VIP o PACAP. 

La Figura 5 presenta el analisis por Northern blot para la presencia de mRNA de TNFa 
e IL-6 en macrofagos estimulados con LPS en presencia o ausencia de VTP o PACAP 
15 (18S representa el correspondiente rRNA como control de la cantidad total de RNA 
cargada). 

La Figura 6 representa la supervivencia de ratones inyectados con 400p,gr. de LPS y 
simultaneamente o a los 30 minutos, 1 o 4 horas con 5nmoL de VIP o PACAP. 
20 A. Control; B: VIP a Oh.; C: VIP a 0,5 h; D: VIP a 1 h.; E: VIP a 4 h. 

La Figura 7 representa el numero de celulas secretoras de IL-4 en bazo y peritoneo 
detectadas mediante la tecnica de ensayo por inmunoabsorcion en placa conjugado con 
enzima (ELISPOT) en ratones inmunizados en las condiciones especificadas en el 
25 Ejemplo 7 y que simultaneamente a la segimda inyecci6n del antigeno recibieron Snmol 
de VTP o PACAP o una inyeccion de solucion salina. 

La Figura 8 representa la cantidad de inmunoglobulinas anti-hemocianina de caracol 
(anti-KLH) de los isotipos IgG2a e IgGl detectables en suero mediante la tecnica de 
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ensayo por inmunoabsorcion conjugado con enzima (ELISA) en ratones inmunizados en 
las condiciones especificadas en el Ejempio 8 y tomadas las muestras de suero dos 
senmnas despues de la ultima inyeccion. 

5 La Figura 9 representa el numero de celulas productoras de IL-4 detectadas mediante la 
tecnica de ELISPOT en ratones que fiieron inmunizados en las condiciones 
especificadas en los Ejemplos 7 y 8 y que en la segunda inyeccion recibieron o no 5nmol 
de VIP junto con lOO^igr de IgG, anti-B7.1 o anti-B7.2. 

10 

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION 

Los ejemplos que siguen son solo para ilustrar los resultados conseguidos y no limitan la 
utilizacion del invento que se detallan en las reivindicaciones especificadas. 

15 

EJEMPLO 1 

VIP V PACAP inhiben la produccion de TNFa en macrofagos estimulados con LPS 

20 En experimentos realizados "in vitro" VIP y PACAP inhiben la produccion de TNFa en 
macrofagos peritoneales mxirinos estimulados con LPS. El mayor grado de inhibicion 
alcanza valores cercanos al 60% y se produce con do sis de estimulacion entre 1-10 
ngr./ml de LPS. La IC50 es de unos 80 pM, tanto para VTP como para PACAP y su 
efecto se observo hasta el final del experimento (ver Figura 1). El efecto inhibidor es el 

25 mismo si ambos neuropeptidos se anaden hasta 1 hora despues de estimular los 
macrofagos con LPS, aunque disminuye progresivamente hasta desaparecer si se anaden 
despues de 4 horas (ver Figura 2). 



30 
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EJEMPLO 2 

VTP V PACAP reducen los niveles circulantes de TNFa despues de la inveccion de LPS 

5 En un experimento realizado con ratones los niveles circulantes de TNFa 2 horas 
despues de la inyeccion de 25 |agr. de LPS se aproximaron a los 4 ngr./ml. La 
administracion simultanea de 5nmoI de VTP o PACAP redujeron dichos niveles un 60%. 

EJEMPLO 3 

10 

VIP V PACAP inhiben la produccion de IL-6 en macro fagos estimulados con LPS 

En experimentos realizados "in vitro" VIP y PACAP inhiben la produccion de IL-6 en 
macrofagos peritoneades murinos estimulados con LPS. El mayor grado de inhibicion 
15 alcanza valores cercanos al 90% y se produce con dosis de estimulaci6n de 10 figr./ml 
de LPS. La IC50 es de 8.6 pM, tanto para VIP como para PACAP y su efecto se observo 
hasta el final del experimento (ver Figura 3). El efecto inhibidor tambien se observa si 
los neuropeptidos se anaden despues de la estimulacion con LPS, aunque el grado de 
inhibicion es progresivamente menor (ver Figura 4). 

20 

EJEMPLO 4 

VIP y PACAP reducen los niveles circulantes de IL-6 despues de la inveccion de LPS 

25 En un experimento realizado con ratones los niveles circulantes de IL-6 dos horas 
despues de la inyeccion de 25 j-igr. de LPS se aproximaron a L5 ngr./ml. La 
administracion simultanea de 5nmol de VIP o PACAP redujeron dichos niveles un 60% 
y un 75% respectivamente. 
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EJEMPLO 5 

VIP Y PACAP regulan la uroduccion de TNFa e IL-6 a nivel transcriptional 

5 Se sometieron niacrofagos de raton a las condiciones experimentales de los ejemplos 1 y 
3 y se aislo su mRNA, que despues se analizo mediante Northern blot para detectar 
mRNA de TNFa e IL-6. La Figura 5 muestra la ausencia de transcritos para TNFa o IL- 
6 cuando los macro fagos activados con LPS son expuestos ademas a VIP o PACAP. 

10 EJEMPLO 6 

VIP V PACAP proteeen de los efectos letales de LPS 

Se realLzo irn experimento en el que se estudio la supervivencia a lo largo de un periodo 
15 de 4 dfas en ratones despues de inyectarles 400|agr. de LPS. Los resultados se reflejan el 
la Figura 6. La mortalidad en estas circunstancias fiie del 100% a las 36 horas. Con la 
administracion simuhanea de 5 nmol. de VIP o PACAP se consiguio una supervivencia 
del 60% al final del experimento. La administracion de los neuropeptides hasta 1 hora 
despues de la inyeccion de LPS todavia registrd tasas de supervivencia cercanas al 50%, 

20 

EJEMPLO 7 

VIP V PACAP aumentan la proporcion de celulas secretoras de IL-4. 

25 Grupos de ratones fueron inmunizados con 50 lagr de KLH emulsionados en un 
adyuvante, repitiendose la inyeccion con 100 |j,gr de KLH dos semanas despues e 
inyectando simultaneamente 5 nmol/raton de VIP, PACAP o soluci6n salina. Dos 
semanas despues de la ultima inyeccion se realizaron suspensiones celulares de bazo y 
peritoneo que fueron cultivadas durante 24 horas en presencia de 50 |ugr/ml de KLH, 
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tras lo cual se determino el numero de celulas productoras de IL-4 mediante la tecnica de 
ELI SPOT. En los ratones inyectados con VIP o PACAP el numero de celulas 
productoras de IL-4 aumento del orden de 20 veces sobre los que no fiieron tratados con 
estos neuropeptidos (ver Figura 7). 

5 

EJEMPL0 8 

VIP V PACAP inducen la produccion de anticuerpos del isotipo IgGl. 

10 Grupos de ratones fueron inmunizados con 50 )j.gr de KLH emulsionados en un 
adyuvante, repitiendose la inyeccion con 100 jigr de KLH dos semanas despues e 
inyectando simultaneamente 5 nmol/raton de VIP, PACAP o solucion salina. Dos 
semanas despues de la ultima inyeccion se determinaron los niveles de anti-KLH y su 
isotipo mediante ELISA especifico para los isotipos IgGl e IgG2a. En los ratones 

15 inyectados con VIP o PACAP los anticuerpos anti-KLH detectables en suero dos 
semanas despues de la ultima inmimizacion son solamente del isotipo IgGl, mientras 
que en los que solamente recibieron solucion salina fueron del isotipo IgG2a (ver Figura 

20 EJEMPLO 9 

El aumento de la proporcion de celulas productoras de IL-4 mediado por VIP v PACAP 
esta relacionado con la expresion de B7.2 inducida por ambos neuropeptidos. 

25 Grupos de ratones fueron inmunizados en las mismas condiciones de los Ejemplos 7 y 8, 
pero en el momento de la segunda inmunizacion con KLH los ratones que fueron 
inyectados simultaneamente con VIP o PACAP recibieron al mismo tien^x) 100 ^igr de 
anticuerpo anti-B7.1, anti-B7,2 o la misma cantidad de IgG como control. En los ratones 
que recibieron anticuerpos anti-B7.2 simultaneamente a la administracion de los 

* 

]■ 
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neuropeptidos el numero de celulas productoras de IL-4 se redujo a la proporcion 
alcanzada en los animales que no fiieron inyectados con los neuropeptidos (ver Figura 
9). 
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REIVINDICACIONES 

1. - Uso del peptide intestinal vasoactivo (VIP) o alguno de sus fragmehtos o algiin 
analogo derivado para la preparacion de un farmaco destinado al tratamiento de 
patologias inflamatorias o autoinmunes caracterizadas por la activacion de celulas Thl, 
tales como artritis reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn, reaccion 
injerto contra huesped y otras, debido a su capacidad como agentes inhibidores de las 
celulas Thl y citoquinas pro inflamatorias. 

2. - Uso del peptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria (PACAP) o alguno de 
sus fragmentos o algiin analogo derivado para la preparacion de un farmaco destinado al 
tratamiento de patologias inflamatorias o autoinmunes caracterizadas por la activacion 
de celulas Thl, tales como artritis reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn, 
reaccion injerto contra huesped y otras, debido a su capacidad como agentes inhibidores 
de las celulas Thl y citoquinas proinflamatorias. 
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FIGURA 1 
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FIGURA 2 
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FIGURA 3 
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FIGURA 4 
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FIGURA 5 
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FIGURA 7 
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FIGURA 8 
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Anticuerpo: igG B7.1 B7.2 IgG B7.1 87. 2 



FIGURA 9 



